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下 dox)で p53 依存性アポトーシスを誘導可能な in vitro の実験系を作成し、アポトーシス
抵抗性を示す細胞について、免疫細胞化学染色、免疫蛍光染色および Fluorescence-




胞化学染色では dox1d において乳癌幹細胞マーカーである ALDH1A3 を発現する
ALDH1A3+細胞の数は増加し、その細胞は細胞長径 50μm 未満の小型細胞の多くがみられ
た。control 細胞における ALDH1A3+細胞の割合が、45.8%と高い値を示したことから、癌





て、管腔前駆細胞マーカーである GATA3 を発現する GATA3+細胞の割合は ALDH1A3+細
胞よりも遅れて dox5d をピークとして一過性に増加した。dox5d で、免疫蛍光二重染色に
おいて ALDH1A3 と GATA3 の共発現を示す細胞が 58.5%の割合で確認された。これらの
結果から ALDH1A3 が管腔前駆細胞にも発現する可能性が示唆された。もう一つの癌幹細
胞マーカーである Sox-2 の発現は ALDH1A3 発現と正の相関を示し、癌幹細胞のみならず
前駆細胞と管腔前駆細胞にもみられたことが明らかになった。今回の実験結果において両
者の相違点も明らかになった。dox1d における Sox-2+細胞数が 11 倍の顕著な増加を示した
ことは、細胞分裂のみでは説明出来ず、Sox-2－細胞に発現のスイッチが入り、Sox-2－細胞
から Sox-2+細胞に変化した可能性があると考えられた。それに対して ALDH1A3+細胞は
Sox-2 のような発現の変化ではなく、生き残った細胞の数が 1.5 倍の増加を示したと考えら























として広く使われている〔10〕。特に ALDHs アイソタイプのひとつである ALDH1A3 はレ
チノイン酸合成にも関係あり乳癌の臨床的予後マーカーとして知られている〔36〕。
GATA3(GATA-binding protein 3) は乳腺管腔上皮への分化において必要不可欠な zinc- 




ヒト乳癌のサブタイプは、遺伝子発現解析によって luminal A、luminal B、HER2-
enriched､basal-like の 4 つのタイプに分類される〔5〕。我々の用いた HCC1937 細胞は
basal-like タイプの乳癌由来の培養細胞株で、エストロゲン（ER）、プロゲステロン(PR)、
ヒト上皮成長因子受容体 2(HER2)が、陰性、すなわちトリプルネガティブであり、さらに
BRCA-1 変異、 TP53 変異、治療抵抗性を示す予後が悪いと言われている乳癌由来である
〔3,22,23〕。我々はヒト乳癌細胞集団の階層的再構成における癌幹細胞マーカーALDH1A3
と Sox-2 の発現の役割を明らかにするために p53 誘導によるアポトーシスに抵抗性を示す
HCC1937 細胞を用いて両遺伝子の発現パターンを解析した。 
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〔研究方法〕  
p53誘導可能な HCC1937 細胞の作成と細胞培養 
ヒト乳癌細胞系列 HCC1937 は American Type Culture Collection (ATCC)から購入し
た。HCC1937 細胞に doxycycline で発現誘導可能な wt-p53 プラスミド(Tet-on Advanced 
system, Clontech, USA)を安定的に遺伝子導入し、分離されたクローンの一つを
HCC1937/p53 と名付けて使用した。HCC1937/p53 細胞は 10%FBS(SIGMA, USA)、 
ZeocinTM (1 μg/mL, InvivoGen, USA)、Penicillin-Streptomycin Mixed Solution(Nacalai 
tesque, Kyoto, Japan) が含まれている RPMI1640(Nacalai tesque, Kyoto, Japan)内で培養
した。HCC1937/p53 細胞を doxycycline 含有培地で 1～10 日間培養した。そして、その細
胞をそれぞれ dox1d～dox10d と名付けた。 
免疫細胞化学染色 
APS コーティングスライドガラス(MATSUNAMI, Japan)上で培養した細胞を dox 未
処理および処理後に 4%パラホルムアルデヒドで 10 分間、固定し、0.1%TritonX-100 で 10
分間、膜透過処理をした。Sox-2 染色においては、10mM クエン酸緩衝液（PH6.0）中でマ
イクロウェーブによって抗原賦活化を 20 分間行った。その後に 0.3%過酸化水素水/メタノ
ール溶液で内因性ペルオキシダーゼを 10 分間不活性化し、10%正常ヤギ血清(Nichirei, 
Tokyo, Japan)で 10 分間処理した。一次抗体として、抗 ALDH1A3 抗体 (Purified Rabbit 
Polyclonal, ABGENT, 1:1000)、 抗 GATA3 抗体(Rabbit Polyclonal, abcam,1:100)、抗 Sox-
2 抗体(Mouse Monoclonal, abcam.1:100)を 4℃で 1 日反応させた。抗 ALDH1A3 抗体につ
いては、二次抗体としてビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体(Nichirei, Tokyo, Japan)を反応さ
せ、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(Nichirei, Tokyo, Japan)を使用し、酵素とし
て反応させた。抗 GATA3 抗体、抗 Sox-2 抗体においては、ペルオキシダーゼ標識抗マウス
+抗ウサギ IgG 抗体(Histofine Simple Stain Max-PO (MULTI), Nichirei, Tokyo, Japan) 
を二次抗体に使用し、酵素反応させた。いずれも、DAB (Metal-Enhanced DAB Substrate 
kit, Thermo Scientific, USA)で発色させた。そして New hematoxylin (MUTO PURE 




ゼ標識抗ウサギ IgG 抗体（Histofine Simple Stain AP, Nichirei, Tokyo, Japan）を使用し
二次抗体反応、酵素反応させ BCIP○R /NBT 溶液(SIGMA-ALDRICH, USA)で発色させた。
次に 10mM クエン酸緩衝液（PH6.0）中でマイクロウェーブによって抗原賦活化を 20 分間
行った。1 時間、37℃で抗 Ki-67 抗体（Mouse Monoclonal, DAKO,1:500）を反応させ〔42〕、
ペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG 抗体(Histofine Simple Stain Max-PO (MULTI), 
Nichirei, Tokyo, Japan)で二次抗体反応、さらに酵素反応させた後、DAB で発色させた。
細胞形態はデジタルカメラ(FX380 OLYMPUS, Tokyo, Japan)で捕らえ、FLVFS-LS ソフト
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ウェア(Ver.1.11) (OLYMPUS, Tokyo, Japan)で解析した。ALDH1A3 は細胞質内、Ki-67 は
核内に染色された細胞を陽性とした。 
免疫蛍光染色 
抗 ALDH1A3 抗体(Purified Rabbit Polyclonal, ABGENT, 1:50)、抗 Ki-67 抗体（Mouse 
Monoclonal, DAKO, 1:500）抗 GATA3 抗体(Mouse Monoclonal IgG, R&Dsystem,1:50)を
4℃で 1 日一次抗体として反応させた。Alexa Fluor 488 conjugated goat anti-rabbit 
IgG(Life technologies,USA.1:1000)、Alexa Fluor 680 conjugated goat anti-mouse IgG 
(Life technologies,USA.1:1000)を蛍光標識二次抗体として用いた〔27〕。DAPI（4,6-
diamidino-2-phenylindole,dihydrochloride,300μg mL）(Molecular Probes, USA)で核染
色を行った〔28〕。蛍光画像は共焦点レーザー顕微鏡(A1,NIKON InSTECH,Tokyo,Japan)
で捕らえた。 
Fluorescence-activated cell sorting=FACS 
抗 p53 抗体（Mouse Monoclonal,BD Biosciences）を使用した。 7-AAD(BD 
pharmingen TM)染色で 20μL、死細胞を識別し除外した。蛍光強度は BD FACs Calibor フ





表した。2 個のグループの比較の違いにおいて Student’s t-test、2 個以上のグループの比
較の違いにおいて Dunnett’s 多重比較テストによる ANOVA で解析した (Bell Curve for 
Excel Ver.2.0) 。0.05 未満の P 値が有意であるとした。 
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〔結果〕 
Figure 1:Flow cytometric analysis of induced expression of p53 after 24 hr of doxycycline 
treatment using anti-p53 antibody.   
〈dotted line: dox－control, solid line: dox1d〉 
 
FACSによる p53の発現誘導の確認 
dox 投与数時間で p53 発現がピークに達し、その後、発現レベルが持続することが確
認されているが、dox1d で、p53 の発現が亢進することを FACS で示した（Fig.1) 。 
 
Growth curve と ALDH1A3 の発現 
dox1d から dox10d までの解析でアポトーシスを免れた生細胞の数は、dox1d から
dox5d にかけて細胞数は減少し、dox8d から再び増加した（Fig.2B) 。HCC1937/p53 細胞
数が dox1d で減少したにもかかわらず、免疫細胞化学染色による ALDH1A3+細胞数は一過
性に増加した（Fig.2 B)。もともと HCC1937/p53 細胞は増殖するにつれて大型細胞が出現
し大小混在した集団を形成する特徴をもつことから、細胞長径 50 μm 未満を小型細胞、
50μm 以上を大型細胞として比較した。ALDH1A3+小型細胞の数は dox1d で一過性に増加
し dox7d にかけて減少した（Fig.2 A,D)。ALDH1A3 の発現の有無で比較すると ALDH1A3+
細胞における細胞長径では dox1d は control に比べて小型化の傾向がみられた（*P<0.001）。
さらに、ALDH1A3+細胞は dox1dからdox4dにかけて時間依存的に、大型化した（†P<0.001）。

























- 6 - 
 






































































Figure 2: Expression patterns of CSC marker, ALDH1A3, in apotosis-resistant breast 
carcinoma cells. 
A) Immunocytochemical analysis of ALDH1A3.  
Representative images are shown for control (a), dox1d (b) and dox6d (c) 
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B) The time-course changes of the number of residual ALDH1A3+ cells after induction of 
apoptosis by doxycycline treatment. The bar indicates the mean ± SD. 
C) The time-course changes of average cell major axis in ALDH1A3+ and ALDH1A3－ 
cells after induction of apoptosis by doxycycline treatment. The bar indicates the mean
± SEM. *P＜0.001 versus control with student’s t-test, †P＜0.001 versus dox1d with 
Dunnett’s multiple-comparison test, ‡P＜0.001 versus ALDH1A3+ with student’s t-test.  
D) Correlation between the cell size and the ALDH1A3 expression patterns. 
The bar indicates the mean ± SD. 






dox1d で増加し、続けて dox3d にかけて減少し、dox7d 以降、再び増加した（Fig.3B) 。 
さらに ALDH1A3 と Ki-67 の発現パターンを細胞サイズ別にみると dox1d における
ALDH1A3+/Ki-67+小型細胞の数は一過性に顕著に増加した（Fig.3A,B) 。実際に ALDH1A3
と Ki-67 の免疫蛍光二重染色でも dox7d における同一細胞内での両方の遺伝子を共発現し
ている細胞が検出された（Fig.3D)。 ALDH1A3+/Ki-67+細胞の細胞長径において dox5d は
dox1d に比べて大型化の傾向がみられた（*P＜0.001）、一方 ALDH1A3+Ki67－細胞は dox1d
から dox3d まで小型化で dox4d 以降は大型化する傾向がみられた（Fig.3C) 。 
 
ALDH1A3 と分化マーカーGATA3との関係 
次に ALDH1A3+細胞における管腔上皮分化誘導マーカーである GATA3 の発現を解
析した。ALDH1A3+細胞の割合は dox1d で増加し、その後、dox5d まで高い割合が持続し
た(Fig.4A)。一方、GATA3+細胞の割合は ALDH1A3+細胞の動きより遅れて dox3d から
dox5d にかけて増加し、dox6d から dox9d にかけて減少した(Fig.4A) 。同一細胞内で
ALDH1A3 と GATA3 の共発現を示す細胞の存在は免疫蛍光二重染色によっても確認され
た（Fig.4B) 。細胞の大きさと GATA3 の発現には正の相関がみられた(Fig.4C)。また、dox2d
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Fig. 3A 
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Figure 3: The relationship between the expression of CSC marker ALDH1A3 and cell 
proliferation. 
 A) Double immunocytochemical analysis of ALDH1A3 (BCIP, cytoplasmic, blue) and Ki-
67 (DAB, nuclear, brown). Representative images are shown for control (a) and dox1d (b)  
Closed and open arrows indicate ALDH1A3+/Ki-67+ and ALDH1A3+/Ki-67 － cells, 
respectively. Magnification; ×200 
B) Correlation of ALDH1A3 expression with the proliferation index.  
The bar indicates the mean ± SD. 
T: total cells S: small cells(＜50μm) , L: large cells(≧50μm) 
C) The time-course changes of the average cell major axis of ALDH1A3+ cells in 































merged ALDH1A3 Ki-67 
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The bar indicates the mean ± SEM. *P＜0.001 versus dox1d with Dunnett’s multiple-
comparison test. 
D) Double immunofluorescence analysis for ALDH1A3 (cytoplasmic, red) and Ki-67 















































































































































































































































                              
 
 
Figure 4: The relationship of expression patterns between the CSC marker, ALDH1A3, 
and the differentiation marker, GATA3.  
A) The time-course changes of the percentage of ALDH1A3+ cells and GATA3+ cells after 
induction of apoptosis by doxycycline treatment. The bar indicates the mean ± SEM. 
B) Double immunofluorescence analysis of ALDH1A3 (cytoplasimic, red) and GATA3 
(nuclear, green). Representative images are shown for ALDH1A3－/GATA3－/control (1), 
ALDH1A3+/GATA3－ /dox3d (2), ALDH1A3+/GATA3+/dox5d/arrow (3) and ALDH1A3－
/GATA3+/dox7d arrow (4). 
Nuclei are stained with DAPI (blue). Scale bar stands for 10μm. 
C) The relationship between percentage of GATA3+ cells and average cell size of GATA3+ 
cells.  The bar indicates the mean ± SEM. 
D) The time-course changes of the average cell major axis and GATA3 expression after 
induction of apoptosis by doxycycline treatment. 
The bar indicates the mean ± SEM. *P＜0.001 versus GATA3― with student’s t-test.  
E) Immunocytochemical analysis of expression patterns of GATA3 (DAB, nuclear, brown).  
Representative images are shown for control (a) and dox5d (b).    
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ALDH1A3 と癌幹細胞マーカーSox-2との関係 
我々は ALDH1A3 と同様に癌幹細胞マーカーのひとつとされている Sox-2 発現パタ
ーンを解析した。細胞の大きさとの関係をみると、Sox-2+細胞は dox1d では小型化の傾向
がみられ、dox2d から dox8d まで、Sox-2+細胞と Sox-2－細胞は、いずれも、大型化の傾向
を示した（Fig5. A,D）。それに対して ALDH1A3+細胞では dox1d から dox3d にかけて小型
細胞が多くみられ、全体的に ALDH1A3+細胞における平均細胞長径は 60µm 未満であった
(Fig.2C)。すなわち、ALDH1A3+細胞は Sox-2+細胞と比べて、小型化の傾向を示している。
また Sox-2+細胞の細胞数を経時的にみると、dox7d までの Sox-2 の発現パターンは Fig.2B
で示した ALDH1A3 のそれに類似していた（Fig.5B) 。また dox7d 以降 ALDH1A3+細胞は
増加傾向、Sox-2+細胞は減少傾向がみられ、ALDH1A3+細胞、Sox-2+細胞いずれも、それぞ
れ、ほぼ元の control レベルに戻っていることが示された（Fig.5B) 。さらに細胞サイズ別
による Sox-2 の発現頻度は Sox-2+小型細胞は、dox1d で一過性の増加がみられ、Sox-2+大
型細胞は dox2d にかけて増加し、Sox-2+小型細胞と Sox-2+大型細胞とともにアポトーシス
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Figure 5: The relationship between ALDH1A3 and Sox-2 expression  
A) The time-course changes of average cell major axis in Sox-2+ cells and Sox-2－ cells 
after induction of apoptosis by doxycycline treatment.  
The bar indicates the mean ± SEM. 
B) The time-course changes of the number of ALDH1A3+ cells and Sox-2+ cells. 
The bar indicates the mean ± SD. 
C) The time-course change of cell size and the expression patterns of Sox-2. 
The bar indicates the mean ± SD. 
S: small cells(＜50μm), L: large cells(≧50μm) 
D) Immunocytochemical analysis of Sox-2 (DAB, nuclear, brown). 
Representative images are shown for control (a), dox1d (b), dox4d (c), and dox10d (d)   
Closed and open arrows indicate Sox-2+ and Sox-2 – cells, respectively. 
Magnification; ×200 
  






における wildtype p53 の誘導の報告〔26〕、我々の実験結果の乳癌細胞における dox 投与
による p53 の誘導によって ALDH1A3+細胞が増加するという報告を合わせると















興味深いものになるだろう。また、この実験系で ALDH1A3+細胞の割合が control におい
て高いことから、数％しか存在しない癌幹細胞以外にも陽性を示す細胞が存在する可能性







て dox4d から dox6d における ALDH1A3 と GATA3 の発現パターンが逆相関を示したこと
と一致する（Fig4A)。GATA3+細胞が ALDH1A3+細胞に遅れて増加する理由は、集団を再
構成するために p53誘導によるアポトーシス後に残ったALDH1A3+細胞に管腔分化誘導が
生じたためであると考えられた。dox5d における免疫蛍光二重染色で ALDH1A3 と管腔前
駆細胞マーカ－である GATA3〔7〕の共発現を示す細胞が検出されたことにより ALDH1A3
が管腔前駆細胞にも発現することが明らかとなった (Fig.4B)。同研究室内の他者の実験結
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果では、免疫蛍光二重染色で dox 投与後に GATA3 と Ki-67 の共発現を示す細胞が検出さ
れたことは GATA3 がアポトーシス抵抗性を示す ALDH1A3+前駆細胞にも発現しているこ
とを示している。我々が用いた HCC1937 細胞はトリプルネガティブで BRCA1 変異と p53






basal-like 乳癌細胞における Sox-2 発現の頻度は、他の luminal、HER2+の乳癌細胞
のそれよりも高い傾向があると報告されている〔38〕。我々の実験で使用した basal-like の
乳癌由来の HCC1937 細胞の解析における Sox-2 の発現パターンからも、Sox-2 は重要な役
割をもつことが確認された。我々の見出した Sox-2 と ALDH1A3 の発現相関は、これまで
にも胎児型横紋筋肉腫細胞における Sox-2 と ALDH1 の解析〔33〕、ALDH 活性の高い乳癌
細胞における Sox-2 と ALDH1A3 の解析〔34〕で報告されている。同研究室の他者の実験
結果では、同一細胞内における ALDH1A3 と Sox-2 の遺伝子発現を FACS で解析したとこ
ろ、両者の発現は正相関を示すことが確認された。また FACS による細胞周期では Sox-2
が前駆細胞すなわち細胞分裂に入った細胞にも発現していることが明らかとなった。さら
に Sox-2 と GATA3 の共発現が確認されたことにより Sox-2 が管腔前駆細胞にも発現する
ことが明らかとなった。これらの結果により、Sox-2 は ALDH1A3 と同様に乳癌幹細胞に
特異的に発現するのではなく、前駆細胞、管腔前駆細胞にも発現することが示された。今回
の我々の実験結果において両者の相違点も明らかになっている。Embryonic Stem Cells 
(ESCs)細胞において p53 は多能性因子と結合することで、多能性因子の発現を抑制すると
報告されている〔35.41〕。我々の実験結果では dox1d の Sox-2 過剰発現がみられたの
(Fig.5B)は、正常細胞と異なり、癌細胞では何らかの理由で p53 の発現亢進は Sox-2 発現を
抑制できないと考えられた。dox1d において Sox-2+細胞数が 11 倍の顕著な増加を示したこ
とは、細胞分裂のみでは説明できず、Sox-2－細胞に発現のスイッチが入り、Sox-2－細胞か
ら Sox-2+細胞に変化した可能性があると考えられた (Fig.5B)。このように Sox-2 は、通常
では、発現が抑制されるが、アポトーシス誘導というストレス下で発現し、集団の再構成に
関与することが示唆された。一方、ALDH1A3+細胞は control ですでに多く、dox 投与後の
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